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Abstract 
Reactive oxygen species (ROS) and related free radicals are considered to be 
key factors underpinning the various adverse health effects associated with exposure 
to ambient particulate matter. Therefore, measurement of ROS is a crucial factor for 
assessing  the  potential  toxicity  of  particles.  In  this  work,  a  novel  profluorescent 
nitroxide, BPEAnit, was  investigated as a probe  for detecting particle‐derived ROS. 
BPEAnit  has  a  very  low  fluorescence  emission  due  to  inherent  quenching  by  the 
nitroxide group, but upon radical trapping or redox activity, a strong fluorescence is 
observed.  BPEAnit  was  tested  for  detection  of  ROS  present  in  mainstream  and 
sidestream cigarette smoke. In the case of mainstream cigarette smoke, there was a 
linear increase in fluorescence intensity with an increasing number of cigarette puffs, 
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equivalent  to  an  average of 101 nmol ROS per  cigarette based on  the number of 
moles  of  the  probe  reacted.    Sidestream  cigarette  smoke  sampled  from  an 
environmental chamber exposed BPEAnit to much lower concentrations of particles, 
but  still  resulted  in  a  clearly  detectible  increase  in  fluorescence  intensity  with 
sampling  time.  It was calculated  that  the amount of ROS was equivalent  to 50 ± 2 
nmol per mg of particulate matter; however, this value decreased with ageing of the 
particles in the chamber. Overall, BPEAnit was shown to provide a sensitive response 
related to the oxidative capacity of the particulate matter. These findings present a 
good basis  for employing  the new BPEAnit probe  for  the  investigation of particle‐
related  ROS  generated  from  cigarette  smoke  as  well  as  from  other  combustion 
sources. 
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1. Introduction  
A  great number of  epidemiological  studies have  shown  strong  associations 
between exposure to ambient particulate matter (PM) and increased respiratory and 
cardiovascular disease morbidity and mortality, particularly among  individuals with 
pre‐existing cardiopulmonary diseases (Englert, 2004). Combustion, in general, is one 
of  the major  sources  of  ambient  particulate matter  affecting  in  this manner  both 
indoor (e.g. tobacco smoking, wood burning stoves and fireplaces) and outdoor (e.g. 
vehicle  emissions,  agricultural  burning)  air  quality.  Due  to  the  complex  physical 
properties  and  chemical  composition  of  combustion‐derived  particles,  it  is  a 
significant  challenge  to determine  the exact mechanism of  their  toxicity. A widely 
 3
accepted  hypothesis  for  the many  particle‐induced  adverse  health  effects  is  that 
particles  contain  and/or  are  able  to  generate Reactive Oxygen  Species  (ROS)  and, 
thus, induce oxidative stress at the sites of deposition (de Kok et al., 2006; Dellinger 
et al., 2001; Nel, 2005). ROS  is a  term  that  refers  to  free  radicals such as hydroxyl 
(HO.)  and  peroxyl  (HOO.,  ROO.),  ions  such  as  superoxide  (O2
‐.)  and  peroxynitrite 
(ONOO‐)  and  molecules  such  as  hydrogen  peroxide  (H2O2)  and  hydroperoxides 
(ROOH). Precursors of ROS such as carbon‐centered radicals can also be considered 
as ROS. It has been proven that transition metals, especially  iron (Ghio et al., 1999; 
Knaapen  et  al.,  2002;  Valavanidis  et  al.,  2000)  and  quinones  (Chung  et  al.,  2006; 
Dellinger et al., 2001; Squadrito et al., 2001; Valavanidis et al., 2005) play a role  in 
PM‐related generation of ROS.  Furthermore,  it has been  shown  that  carbon black 
particles can also  induce oxidative stress and  inflammation, with ultrafine particles 
eliciting stronger  inflammatory responses than the same amount of  larger particles 
(Brown et al., 2000; Yamamoto et al., 2006). This suggests that not only metals and 
organics,  but  also  the  surface  area  contribute  to  the  PM‐mediated  generation  of 
ROS.  In  addition  to  the particle‐induced  generation of ROS,  several  recent  studies 
have shown that particles may also contain ROS (Huang et al., 2005; Hung and Wang, 
2001;  Venkatachari  et  al.,  2005,  2007).  As  such,  they  present  a  direct  cause  of 
oxidative  stress  and  related  adverse  health  effects.  Therefore,  a  rapid  screening 
assay able to evaluate PM oxidative stress potential  in terms of their  inherent ROS 
would be beneficial  for gaining better understanding of  the nature of  the particles 
that  is  most  relevant  for  their  negative  health  impact.  The  short  half‐life,  low 
concentration  and  the  high  reactivity  of  ROS  limit  the  direct  detection  of  these 
compounds.  There  are  several  studies  that  have  used  in  vitro  cell‐free  assays  to 
explore  PM–related  ROS.  Cho  et  al.,  (2005)  have  proposed  the  rate  of  electron 
transfer  from  dithiotreitol  (DTT)  to  oxygen  as  a  quantitative  assay  for  PM  redox 
activity, where  consumption  of  DTT was monitored  by  absorbance  spectroscopy. 
However,  fluorescence‐based  assays  have  been  most  commonly  used  in  the 
detection of PM‐related ROS, primarily due  to  the high  sensitivity of  fluorescence 
detection.  Hasson  and  Paulson,  (2003)  have  used  peroxidase  enzyme  and  p‐
hydroxyphenylacetic acid  (POHPAA)  to detect hydroperoxides, where a  fluorescent 
product was  used  as  a measure  of  the  hydroperoxides  present  in  urban  aerosol.  
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Several  groups  (Huang  et  al.,  2005;  Hung  and  Wang,  2001;  See  et  al.,  2007; 
Venkatachari  et  al.,  2007;  Venkatachari  et  al.,  2005)  have  used  2,7–
dichlorofluorescein  (DCFH)  as  a  probe  for  detecting  ROS  present  on  particles  in 
ambient  atmosphere.  DCFH  is  a  non‐fluorescent  compound  that  gives  the  highly 
fluorescent compound (DCF) when oxidized in the presence of ROS and horseradish 
peroxidise. Despite  the  common use of  this  assay, DCFH  is  known  to be prone  to 
autooxidation (Bonini et al., 2006; Rota et al., 1999; Wrona and Wardman, 2006) and 
the autocatalytic nature of this oxidation brings  into question the suitability of this 
assay for quantitative measurements. Flicker & Green (1998, 2001) and Bartalis et al. 
(2007, 2009) have used 3‐amino‐2,2,5,5,‐tetramethyl‐1‐pyrrolidinyloxy (3AP) to trap 
carbon–centred  radicals  in  a  mainstream  cigarette  smoke.  After  trapping,  they 
derivatized the products with naphthalenedicarboxaldehyde (NAD) to produce highly 
fluorescent  products  which  were  then  separated  by  HPLC  and  detected 
fluorometrically. Alaghmand & Blough (2007) applied a similar approach to measure 
hydroxyl  radical production by particulate matter, but  they used  fluorescamine  to 
derivatize Methyl‐3AP to generate a  fluorescent product. The methyl radical  in the 
methyl‐3AP  adduct  was  produced  by  the  reaction  of  hydroxyl  radicals  with 
dimethylsulfoxide (DMSO).  
A very  sensitive method  for detecting  reactive  free  radical  species  that  is a 
development  of  the  Blough  methodology,  involves  direct  trapping  of  reactive 
intermediates by profluorescent nitroxides.  In general, nitroxides are known  to be 
very  effective  radical  scavengers.  They  trap  carbon‐centred  radicals  to  give  stable 
alkoxyamines at nearly diffusion controlled rates (Beckwith et al., 1988) and are able 
to scavenge reactive oxygen species (ROS) through reductive and oxidative reaction 
mechanisms (Soule et al., 2007). Jia et al., (2009) have shown that nitroxides can be 
used as a  sensitive probe  for peroxyl  radicals detection.   Moreover, nitroxides are 
able  to oxidize  transition metals  such  as Cu+  and  Fe2+  inhibiting  Fenton  chemistry 
pathways to ROS generation (Bar‐On et al., 1999). They are also effective quenchers 
of  excited  electronic  states  of  fluorescent moieties  (Blough  and  Simpson,  1988). 
Thus,  in  the  presence  of  the  nitroxide,  fluorophores  exhibit  strongly  suppressed 
fluorescence emission. Loss of the nitroxide spin by radical trapping, or redox activity 
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however, eliminates  this quenching effect  and  triggers  the  fluorescence  response. 
Due to their non‐fluorescent nature, these nitroxides are described as profluorescent 
because a  simple  chemical  transformation  converts  them  to  the  fluorescent  form. 
This  feature makes  such compounds powerful optical  sensors applicable as  radical 
and redox probes.  
Herein, a profluorescent nitroxide probe for the detection of particle‐derived 
ROS  is  presented.  9‐(1,1,3,3‐tetramethylisoindolin‐2‐yloxyl‐5‐ethynyl)‐10‐
(phenylethynyl)anthracene  contains  a  9,10‐bis(phenylethynyl)anthracene  (BPEA) 
fluorophore covalently  linked  to a 5‐membered nitroxide‐containing  ring  (Figure 1) 
and has been given the acronym BPEAnit (Fairfull‐Smith and Bottle, 2008). BPEAnit is 
a  stable  crystalline  compound  and  is  nonreactive  towards  oxygen.  It  has  an  UV‐
absorption (fluorescence excitation) maximum at 430 nm, and fluorescence emission 
maxima at 485 and 513 nm. The excitation and emission wavelength of the BPEAnit 
are  long  enough  to  avoid  overlapping  with  the  background  fluorescence  coming 
from  optically  active  compounds  which  may  be  present  in  PM  (e.g.  polycyclic 
aromatic  hydrocarbons  and  their  derivatives).  Importantly,  the  quantum  yield  of 
fluorescence  for adducts of BPEAnit  is 0.95 and  the  suppression  ratio arising  from 
the presence of the nitroxide is 24 to 1 (Fairfull‐Smith and Bottle, 2008).  
 
 
 
Figure  1.  9‐(1,1,3,3‐tetramethylisoindolin‐2‐yloxyl‐5‐ethynyl)‐10‐(phenylethynyl) 
anthracene (BPEAnit) 
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In this paper, we investigated the use of the profluorescent nitroxide BPEAnit 
to  detect  ROS  present  in  combustion‐generated  particles  using  fluorescence 
spectroscopy. Cigarette  smoke  is one of  the most  common  combustion‐generated 
aerosols  and  due  to  its  easy  generation,  it was  taken  as  a model  aerosol  for  this 
study.  
 
2. Experimental 
2.1. Materials 
Cigarettes  used  in  this  study  were  Kentucky  3R4F  reference  cigarettes, 
obtained  from  University  of  Kentucky,  College  of  Agriculture  Reference  Cigarette 
Program  (Lexington,  KY).  For  at  least  24h  prior  to  smoking,  the  cigarettes  were 
conditioned in an environmental control room (24oC and 60% RH). Impingers used in 
this  study  were  custom  made  and  consisted  of  Quickfit  Dreschel  bottle  head, 
sintered (porosity 1; 100 – 160 µm pore size) and modified to fit a Quickfit 75 mL test 
tube (Barloworld Scientific, Staffordshire, UK). 
The  new  profluorescent  nitroxide  probe  9‐(1,1,3,3‐tetramethylisoindolin‐2‐
yloxyl‐5‐ethynyl)‐10‐(phenylethynyl)anthracene  (BPEAnit)  and  its  methyl  adduct 
(BPEAnit‐Me) were  synthesised  in our  laboratory.  The details of  the  synthesis  are 
presented in Fairfull‐Smith and Bottle, (2008).  
The  solvent  used  in  all  the  experiments was  AR  grade  dimethyl  sulfoxide 
(Ajax). Dimethyl sulfoxide (DMSO) was the preferred choice of solvent for two main 
reasons: 1)  it has high boiling point (i.e.  low vapour pressure) and, therefore,  it will 
not evaporate upon sampling  in the  impinger; 2) DMSO  is known to react with HO. 
radicals  to  give H3C
.  radicals  that  are  readily  scavenged by  the nitroxide  (Li et  al., 
1997) 
2.2. Cigarette smoke sampling 
Mainstream  cigarette  smoke  sampling.  Mainstream  smoke  sampling  was 
performed to test  linearity of the fluorescence response of the probe. For this test, 
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the probe needed to be exposed to an increasing amount of an aerosol of relatively 
stable chemical and physical properties. For that purpose, sampling equal volumes of 
mainstream  cigarette  smoke  puffs  generated  under  the  same  conditions  was 
considered to be a good approach.  
Smoking  experiments  were  carried  out  using  a  custom‐made  smoking 
machine as  shown  in  Figure 2. Cigarettes were  smoked according  to  the  standard 
smoking conditions specified by  the Federal Trade Commission  (FTC; 35 mL puff  in 
duration of 2 s, taken every 60 s) and smoke coming from one cigarette (8‐9 puffs) 
was  collected  into  the  impinger  containing 40 mL of 40  μM BPEAnit  solution.   By 
using a mass flow controller, the flow was set to 1.05 L min‐1 (35 mL / 2 s), while a 
three‐way valve determined the direction of the flow. For sampling the gas phase of 
cigarette smoke, a pre‐weighed quartz filter (SKC) was placed between the cigarette 
and  the  impinger. Based on  the mass difference of  the  filter before and after  the 
sampling, the mass of PM was determined. After every 2 puffs, 0.125 mL of BPEAnit 
solution was taken out of the impinger and diluted to 1 μM prior to the fluorescence 
measurement. Dilution is necessary to avoid any probe self‐absorption that starts to 
occur at concentrations of BPEAnit higher  than ~ 8 µM. Taking very small samples 
allows  minimal  volume  change  thus  not  significantly  affecting  further  sampling 
conditions. 
 
Figure 2. Experimental set‐up for the cigarette mainstream smoke sampling. 
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Sidestream  cigarette  smoke  sampling  (chamber  experiments).  To  test  the 
sensitivity of this approach when working with much lower concentrations of aerosol 
than  in  the  case  of  mainstream  cigarette  smoke,  sidestream  cigarette  smoke 
previously introduced into an environmental test chamber was also sampled.    
The experimental set–up used for sampling the sidestream smoke is shown in 
Figure 3. Prior to introducing the cigarette smoke, a 3 m3 experimental chamber was 
purged with particle free air until the   background concentration of particles  in the 
chamber was ~ 50 cm‐3. A 3R4F cigarette was lit outside the chamber, placed quickly 
into  the  chamber  and  left  smouldering  there  for  1 min.  A  fan was  placed  in  the 
middle  of  the  chamber  to  allow  mixing  of  the  smoke.  Sampling  started 
approximately 3 min after  introducing the smoke  into the chamber. Aerosol drawn 
from the chamber at 1 L min‐1 was collected into the impinger containing 22 mL of 4 
µM BPEAnit. Two samples were  taken:  total cigarette smoke and  the gas phase of 
cigarette smoke (achieved by placing a HEPA filter in front of the impinger). Sampling 
time was 20, 40 and 60 min. After every 20 min, 2 mL were taken out of the impinger 
for  the  fluorescence  measurement.  To  obtain  information  about  particle  size 
distribution and concentration, a Scanning Mobility Particle Sizer (SMPS), consisting 
of  a  TSI  3071A  Electrostatic  Classifier  (EC)  and  a  TSI  3022A  Condensation  Particle 
Counter (CPC), was used. The SMPS was configured to measure particles in the range 
from 15 to 661 nm in diameter. Throughout the whole experiment, the chamber was 
kept  slightly  over  pressure.  This  was  achieved  by  having  a  continuous  input  of 
particle free air at flow rate of 3 L min‐1. 
 
 9
 
Figure 3. Experimental set up for sidestream cigarette smoke sampling. 
 
 
Impinger  efficiency. Considering  the  reactivity of ROS,  there was  a need  to 
reduce any possible chemical changes  resulting  from delays between  the sampling 
and  the  analysis  of  PM  and  to  capture  as much  particle‐related  ROS  as  possible 
during  the  sampling. To achieve  this,  the aerosol was bubbled directly  through an 
impinger containing the BPEAnit solution, maximising the immediate reaction of ROS 
and  the  probe.  Impingers  used  in  this  project  had  a  fritted  nozzle  tip  to  allow 
dispersion  of  the  flow  stream  into  bubbles  in  order  to  increase  the  contact  area 
between the aerosol sample and the  liquid.   Since  liquid  impingement  is not 100% 
efficient  in  capturing  all  of  the  PM,  it  is  important  to  know  the  portion  of  the 
particles being collected  in the  liquid (collection efficiency). This was determined as 
described  in Miljevic et al.,  (2009).   Briefly, cigarette  smoke was  introduced  into a 
clean 1 m3 chamber. Aerosol was drawn from the chamber and first passed through 
an  Electrostatic  Classifier  (TSI  3071A),  where  particles  of  a  specific  size  were 
selected. Monodisperse aerosol generated in this manner was then bubbled through 
the impinger and the size distribution of the particles present was measured before 
and  after  the  bubbling  by  using  two  Scanning  Mobility  Particle  Sizers  (SMPS) 
operating simultaneously.   Measurements were performed for 17 different particle 
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sizes  in  the  size  range 40 – 380 nm with  the difference between  two  subsequent 
measured sizes set approximately to 20 nm. 
 
2.3. Fluorescence measurements 
For  mainstream  cigarette  smoke  sampling,  fluorescence  spectra  were 
recorded using a Varian Cary Eclipse spectrofluorimeter. The excitation wavelength 
was  set  at  430  nm.  In  the  case  of  sidestream  smoke  experiments,  fluorescence 
spectra were  recorded using  a USB2000+  fiber‐optic  spectrometer  combined with 
cuvette holder, pulsed Xenon  lamp (all Ocean Optics, Dunedin FL, USA) and narrow 
bandpass  filter  at  430  nm  (Edmund  Optics,  Barrington,  NJ,  USA).  In  all  of  the 
fluorescence measurements a 10 mm quartz cuvette  (Starna Pty Ltd, Hainault, UK) 
was used. 
 
2.4. Calibration curve  
   A  calibration  curve  was  obtained  by  plotting  known  concentrations  of 
fluorescent derivative of BPEAnit (BPEAnit‐Me) against fluorescence intensity at 485 
nm using a Varian Cary Eclipse spectrofluorimeter  for mainstream cigarette smoke 
samples  or Ocean Optics  fiber‐optic  spectrometer  for  sidestream  cigarette  smoke 
samples. The fluorescent derivative BPEAnit‐Me  was  synthesised  by exposing  the 
nitroxide  to methyl  radicals  as described  in    Fairfull‐Smith  and Bottle,  (2008). The 
calibration curve was used to calculate the amount of BPEAnit that was converted to 
a  fluorescent  product when  exposed  to  cigarette  smoke  (for  the  purposes  of  this 
study it was assumed that all fluorescent products derived from BPEAnit would have 
a quantum yield similar to BPEAnit‐Me). Assuming a 1:1 stochiometry, the amount of 
fluorescent product generated reflects the amount of ROS detected in the sample.  
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3. Results 
3.1. Mainstream cigarette smoke ‐ linearity 
The  purpose  of  mainstream  cigarette  smoke  sampling  was  to  test  the 
fluorescence  response when  BPEAnit  solution  was  exposed  to  equal  amounts  of 
aerosols  with  approximately  the  same  physical  and  chemical  characteristics.  An 
example of BPEAnit  fluorescence emission  response when exposed  to mainstream 
cigarette smoke puffs is shown in Figure 4. There is a linear increase of fluorescence 
when mainstream smoke puffs are bubbled through 40 µM BPEAnit solution. In the 
set‐up described here, 8 puffs is the amount that corresponds to one cigarette when 
smoked under standard FTC smoking protocol. Fluorescence was measured for four 
different samples (4 cigarettes) and in all cases a linear increase of fluorescence with 
the number of puffs was observed, although values varied  from sample to sample. 
This variability was attributed to the fact that no two cigarettes are exactly the same.  
By placing a quartz filter between the cigarette and the inlet of the impinger 
(as shown in Figure 2), the particle‐free, gas phase of cigarette smoke was sampled. 
As expected, there was a  linear  increase of fluorescence with  increasing number of 
puffs.   However  the  values were  lower  than  for  the  case when  the whole  of  the 
mainstream  smoke was  sampled, demonstrating  the effect of  the particles‐related 
ROS.  
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Figure 4. A) Fluorescence emission of BPEAnit when exposed to puffs of mainstream 
cigarette  smoke  coming  from  one  3R4F  cigarette  (λex=  430  nm);  B)  fluorescence 
intensity at 485 nm plotted against the number of puffs. 
 
Based on the calibration curve obtained by plotting known concentrations of 
BPEAnit‐Me against  fluorescence  intensity, the  level of ROS produced per cigarette 
can  be  determined.  The  values  obtained  are  summarized  in  Table  1.  Note  that 
bubbling  cigarette  smoke  through  the  impinger  is  not  100%  efficient  and  values 
shown  in  Table  1  are  not  corrected  for  the  size  dependant  collection  efficiency 
(Miljevic  et  al.,  2009).  Due  to  the  nature  of  the  experiment, measuring  the  size 
distribution of cigarette smoke particles released from the filter end of a cigarette to 
the  impinger was not possible. However, assuming a count median diameter (dCMD) 
of 0.24 – 0.34 µm  (Ingebrethsen, 1986)      it might be expected  that   a majority   of 
particle mass does  get  trapped  via bubbling  through  the  impinger   Having  that  in 
mind  and  knowing  that  the  PM mass  collected  on  the  filter  after  8  puffs was  on 
average 7 mg it was estimated that the ROS concentration in mainstream smoke was  
9 ± 4 nmol mg‐1.   
 
 
 
Table 1. The amount of ROS per a) cigarette; b) puff (nsamples = 4). 
Mainstream  cigarette 
smoke 
n(ROS) ± one std. dev. 
nmol/cig  nmol/puff 
total  101.4 ± 29.4  12.7 ± 3.7 
gas phase  40.7 ± 7.0  5.1 ± 0.9 
particle phase  60.7 ± 30.2  7.6 ± 3.8 
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3. 2. Sidestream cigarette smoke ‐ sensitivity 
In order to assess the applicability of this approach at lower concentrations of 
aerosols, environmental chamber experiments were performed. Figure 5 shows the 
fluorescence  emission  of  BPEAnit  solutions  after  bubbling  sidestream  cigarette 
smoke for 20, 40 and 60 min. As can be seen, there is an increase of the fluorescence 
signal with  increasing sampling time. Also, the fluorescence  intensity  is much  lower 
when a HEPA  filter  is placed  in  front of  the  impinger  to  remove particles  from  the 
aerosol  stream  (Figure  5A)  than  in  the  case  of  total  sidestream  smoke  sampling 
(Figure 5B). Figure 5C shows fluorescence intensity at 485 nm for both gas phase and 
total  smoke  when  plotted  against  sampling  time.  Notably  the  increase  of 
fluorescence  is  well  above  the  detection  limit.  Taking  into  account  physical  and 
chemical changes occurring to the aerosol due to the ageing in the chamber, a linear 
correlation between fluorescence intensity and sampling time was not expected for 
this measurement. 
 
Figure  5. A)  fluorescence  emission  of  BPEAnit when  exposed  to  the  gas  phase  of 
sidestream  smoke;  B)  fluorescence  emission  of  BPEAnit  when  exposed  to  total 
sidestream smoke; C) fluorescence intensity at 485 nm plotted against sampling time 
(λex= 430 nm). 
 
As  shown  in  Figure  3,  during  sampling  into  the  impinger,  particle  size 
distribution  was  monitored  using  an  SMPS.  Impinger  collection  efficiency  was 
calculated  as  described  in  section  2.2.  and  is  shown  in  Figure  6.  Since  impinger 
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collection efficiency was measured  for particle  sizes up  to 380 nm, efficiencies  for 
particle  sizes bigger  than  that were extrapolated based on  the  fact  that  collection 
efficiency  starts  to  linearly  increase  at  around  150  nm  (Figure  6).  The  portion  of 
particles  that  remain  in  the  impinger  upon  bubbling  (Figure  6) was  calculated  by 
multiplying  the  size  distribution  measured  by  SMPS  and  the  impinger  collection 
efficiency. Particles trapped  in the  impinger upon bubbling still  follow a  log‐normal 
size distribution. By fitting particle size distribution using the formula for log‐normal 
distribution  (Heintzenberg,  1994),  the  number  median  diameter,  the  geometric 
standard  deviation  and  the  integrated  number  concentration  were  obtained  for 
every SMPS scan. Based on this data and assuming a spherical shape for the cigarette 
smoke  particles,  the  total  volume  of  particles was  calculated  using  the  following 
formula (Heintzenberg, 1994) : 
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where dCMD is the count median diameter, σ is standard deviation of the distribution 
and N is total particle number. 
 The mass of particles  trapped  in  the  impinger was obtained by multiplying 
the value obtained  for total volume of PM by the particle density of 1.12 g cm‐3 as 
determined by Lipowicz, (1988). For each 20 min sampling interval the total mass of 
particles trapped in the impinger was calculated.  
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Figure  6.  Left  y‐axis:  An  example  of  size  distribution  of  particles  entering  the 
impinger and particles trapped  in the  impinger; Right y‐axis: Collection efficiency of 
the impinger used in this study (pore 1) when bubbling particles from 50 to 380 nm 
in diameter through 20 mL of DMSO at 1 L min‐1. 
 
The difference between the fluorescence intensity at 485 nm when sampling 
total cigarette smoke  (Figure 5B) and  the  fluorescence  intensity at 485 nm  for gas 
phase sampling (Figure 5A) presents the increase of signal that comes from particle‐
related ROS. For each 20 min sampling interval, these values were expressed as the 
amount  of  ROS  normalized  to  total  mass  of  particles  that  were  trapped  in  the 
impinger.  The mass  concentration  of  the  particles  trapped  in  the  impinger  at  the 
beginning of sampling (t = 0 min) was in the range of 1800 – 2500 µg m‐3 and in the 
range  of  1100  –  1300  µg  m‐3  at  the  end  of  the  sampling  (t  =  60  min).  The 
concentration of ROS was expressed  for each sampling  interval separately because 
of  the  fact  that  aerosols  undergo  chemical  changes while  ageing  in  the  chamber. 
Each experiment was repeated 3 times and the results are summarized  in Figure 7. 
The values obtained for particle‐related ROS were 50 ± 2 nmol mg‐1, 32 ± 9  nmol mg‐
1 and 25 ± 12 nmol mg‐1  for the 1st, 2nd and 3rd sampling  intervals, respectively. As 
can be seen, there is a decrease in measured ROS concentration from the 1st to the 
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3rd  sampling  intervals.   This  is  likely  to be due  to  the  chemical  changes  caused by 
particle ageing in the chamber. 
 
 
Figure  7.  ROS  concentration  related  to  sidestream  smoke  particles.  Error  bars 
present one standard deviation.  
 
4. Discussion 
Several research groups have applied nitroxide‐based probes in the detection 
of free radicals in particulate matter. Flicker & Green (1998, 2001) and Bartalis et al. 
(2007,  2009)  have  applied  nitroxide  radical  3‐amino‐2,2,5,5,‐tetramethyl‐1‐
pyrrolidinyloxy  (3AP)  to mainstream  cigarette  smoke.  After  trapping  in  a  column 
filled with nitroxide‐coated  glass beads,  they washed  the  adducts  from  the beads 
and  subsequently  derivatized  them  with  naphthalenedicarboxaldehyde  (NAD)  to 
produce  highly  fluorescent  products  which  were  then  separated  by  HPLC  and 
detected  fluorometrically. As  the nitroxide based probes were directly exposed  to 
cigarette  smoke  the  authors were only  able  to detect  carbon‐centred  radicals.  To 
apply  the  nitroxide  based  probes  to  measure  hydroxyl  radical  production  by 
particulate  matter  Alaghmand  and  Blough,  (2007)    explored  the  reaction  of  the 
hydroxyl radicals with DMSO to form a methyl radical, which was then trapped with 
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3AP.  The  adduct was  then derivatized with  fluorosceamine  and highly  fluorescent 
product separated by HPLC with fluorescence detection. 
The advantage of our approach compared to previous studies that have used 
the  nitroxide/fluorescence  system  lies  in  not  requiring  the  derivatization  step, 
thereby allowing the direct and immediate measurement of fluorescence during the 
sampling process. This makes possible  the detection of unstable  redox products of 
the  nitroxide  probe  (for  example  hydroxylamine)  that  normally would  not  survive 
the  derivatization  step.    However,  since  our  approach  measures  only  overall 
enhancement  of  fluorescence,  it  does  not  provide  information  on  the  specific 
species  reacting  with  the  nitroxide  to  produce  fluorescent  product.  A  potential 
source  of  error when measuring only  overall  increase  of  fluorescence might  arise 
from  the  fact  that  not  all  fluorescent  products  will  have  exactly  the  same 
fluorescence quantum yield. Specific fluorescent products generated after exposing 
BPEAnit to PM as well as their quantum yields have yet to be explored. 
   The  choice  of  DMSO  as  a  sampling/reaction media  further  enhances  ROS 
detection by acting as a mediator  in the radical trapping process. Hydroxyl radicals 
react  with  DMSO  to  generate methyl  radicals  that  readily  are  scavenged  by  the 
nitroxide probe (Li et al., 1997). Yoshimura et al.,   (1999) have observed generation 
of methyl radicals when hydrogen peroxide and DMSO were mixed, suggesting that 
hydrogen peroxide may be detected in our system via methyl radical generation. Jia 
et  al.,  (2009)  have  shown  that  fluorescamine  derivatized  3AP  can  undergo  an 
irreversible  reaction  with  peroxyl  radicals.  Similarly,  we  have  conducted  a 
preliminary  investigation  of  fluorescence  response  of  BPEAnit  upon  exposure  to 
peroxyl radicals and, consistent with the results of Jia et al., (2009), observed a linear 
increase  of  fluorescence with  increased  levels  of  peroxyl  radicals  (  details  of  the 
experimental  procedure  and  preliminary  results  are  shown  in  Supplementary 
Information).  Further,  it  was  found  that  the  fluorescence  response  becomes 
independent  of  the  BPEAnit  concentration  above  2  µM,  indicating  quantitative 
detection of peroxyl radicals when concentrations of BPEAnit higher than 2 µM are 
used.   
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Using  the  approach  described  above,  Flicker  &  Green  (2001)  reported  54 
nmol  of  C‐centered  radicals  /  cigarette.  They  did  not  perform  their  study  under 
standard  smoking  conditions and used a  commercial brand of  cigarettes making  it 
hard to make meaningful comparison with the results described here.  If expressing 
the values for trapped C‐centered radicals as pmol mL‐1 of mainstream smoke, then 
the numbers they obtained (40 pmol mL‐1) are around an order of magnitude lower 
than  reported  here  (362  pmol mL‐1).  Bartalis  et  al.  (2009)  adopted  the  sampling 
approach developed by  Flicker  and Green, but used  2R4F  cigarettes  and  a  smoke 
generator under FTC conditions. Passing the smoke directly through a column filled 
with 3AP coated glass beads yielded the equivalent of ~200 nmol of carbon‐centred 
radicals/cigarette. They also  reported a yield of ~60 nmol/cigarette when bubbling 
mainstream smoke through 4mL of 3AP containing solution. 
Huang  et  al.,  (2005)  used  2,7–dichlorofluorescein  (DCFH)  as  a  fluorescent 
probe for detecting ROS in mainstream cigarette smoke. They used filter sampling to 
collect  particles  and  impingers  to  collect  the  cigarette  smoke  gaseous  phase  at  a 
sampling  flowrate  of  0.5  L  min‐1  and  sampling  time  of  1  min.  Total  ROS 
concentrations obtained for three different brands of cigarettes were 19, 42 and 55 
pmol  H2O2  mL
‐1  of  smoke.  That  is  7  –  19  times  lower  than  the  values  for whole 
mainstream  smoke obtained  in  this  study. However, due  to  the different  sampling 
conditions  and  different  cigarette  type  a  direct  comparison  cannot  be  made. 
Interestingly,  they  determined  that  14  –  29%  of  ROS  generation  arises  from  the 
particle  phase, whereas  our  results  show  that  ~60%  of  ROS  are  formed  from  the 
particle  phase.    The  same  ~60%  ratio  between  particle  and  gas  phase  radicals  is 
obtained  by  Bartalis  et  al.  (2009).  This  suggests  that  filter  sampling  and  the  time 
delay between the sampling and the analysis have most  likely had  influence on the 
smaller percentage of particle‐related ROS reported by Huang et al., (2005). 
While  all  the  above  studies  report  quantitative  estimates  of  ROS  in 
mainstream cigarette  smoke,  there  is no published work  related  to  the amount of 
ROS in sidestream smoke. To the best of our knowledge, this study has provided the 
first  quantitative  estimate  of  the  ROS  arising  from  sidestream  cigarette  smoke.  
Surprisingly,  when  normalized  to  PM  mass,  ROS  concentration  estimated  for 
 19
mainstream cigarette smoke is 9 ± 4 nmol mg‐1, whereas ROS concentration related 
to sidestream smoke of the same type of cigarettes was found to be 50 ± 2 nmol mg‐
1. Lower levels of ROS in the case of mainstream smoke might be due to the cigarette 
filter that causes quantitative and qualitative changes in the smoke passing through 
it  and  leading  to  the  “less  reactive”  particles  coming  from  the  filter  end  of  the 
cigarette.  In  addition  to  that,  the  differences  in  the  firecone  temperature  during 
puffing  (mainstream  smoke)  and  smouldering  (sidestream  smoke)  and  different 
dilutions (and therefore oxygen levels) probably also had influence on the observed 
difference between mainstream and sidestream ROS levels. 
 
5. Conclusion 
The  objective  of  this  study  was  to  evaluate  the  applicability  of  a  newly 
synthesized profluorescent nitroxide probe BPEAnit for the detection of ROS related 
to  combustion‐generated  particles.  The  results  obtained  for  this  cigarette  smoke 
case study demonstrate  the potential of BPEAnit  for such an application. Sampling 
mainstream  cigarette  smoke  gave  a  linear  increase  of  fluorescence  intensity with 
increasing  number  of  puffs with  this  pattern  being  reproducible,  although  values 
varied  with  each  individual  cigarette.  Sampling  much  lower  concentrations  of 
particles  as produced by  sidestream  cigarette  smoke  generated  in  a  test  chamber 
also gave  increased  fluorescence  intensity with  increased  sampling  time. Since  the 
increase of signal was well above the detection  limit, there clearly  is a potential for 
this approach  to be successful  in determining  the  levels and potential  toxicological 
impact of ROS in general studies where near ambient concentrations of particles are 
observed.  By  being  able  to  omit  the  derivatization  step,  and  by  undertaking 
fluorescence measurements  immediately after  the sampling, we demonstrated  the 
potential for these probes for the future development of real time ROS detectors.  
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7. Supplementary Information 
 
Reaction of BPEAnit with peroxyl radicals 
 
Thermal  decomposition  of  2,2’‐azo‐bis‐(2‐amidinopropane)  dihydrochloride 
(AAPH; Sigma Aldrich 97%) under aerobic  conditions was used  to generate peroxyl 
radicals. The experiment was carried out as follows: Four DMSO solutions containing 
1 mM  AAPH  and  four  different  BPEAnit  concentrations  (1,  2,  3  and  4  µM) were 
prepared.  Freshly  prepared  stock  solution  of AAPH  in DMSO was  used  to  prepare 
these  four  solutions.  Thermolysis  of  AAPH  in  the  presence  of  BPEAnit  and  under 
aerobic  conditions  was  carried  out  in  a  quartz  cuvette  placed  in  a  thermostated 
cuvette holder set to 37oC. At 37oC AAPH has a half‐lifetime of 175 hrs (Niki, 1990). 
Fluorescence  of  all  four  reaction mixtures  was monitored  simultaneously  using  a 
Varian  Carey  Eclipse  spectrofluorimeter  equipped  with  a  thermostated  multicell 
holder.  During  preparation  of  reaction  mixtures  and  during  fluorescence 
measurement the solutions were exposed to air. 
 
The results of the experiment are shown in Figure S1. As can be seen, there is 
a linear increase of fluorescence as peroxyl radicals are being generated.  In addition, 
Figure S1 shows that the rate of fluorescence  increase for 2, 3 and 4 µM BPEAnit  is 
roughly the same, while the rate of fluorescence increase for 1 µM is 1.6 times lower 
than  the  other  three.  This  demonstrates  that  at  concentrations  of  BPEAnit  higher 
than  2  µM,  the  increase  of  fluorescence  becomes  independent  of  the  nitroxide 
concentration.  
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